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Avaliar os efeitos benéficos da administração tópica do metronidazol no depósito de 
colágeno, na diferenciação de fibroblastos e na contração da ferida durante a 
cicatrização experimental por segunda intenção em 108 ratos machos Wistar, com 
peso de 300 a 350g, que foram submetidos a uma ferida circular, com dois centímetros 
de diâmetro, da espessura total de pele do dorso. Os animais foram divididos em cinco 
grupos (18 animais por grupo) de acordo com a concentração da solução do 
metronidazol utilizada (4%, 6%, 8%,10% e 12%) durante o curativo realizado 
diariamente durante todo o período de experimento subdividido em três tempos de 
análise (após 3, 7 e 14 dias de observação). A contração da ferida foi avaliada por 
planimetria digital, a coloração Sirius Red foi utilizada para quantificar os tipos de 
colágeno I e III, os miofibroblastos e protomiofibroblastos foram identificados usando 
técnicas de imunoistoquímica CD34 e α-SMA. A análise estatística, incluindo 
comparações de intergrupos e intragrupos, foi calculada por teste não paramétrico de 
Kruskal-wallis usando o software SSPS e valor de p de 0,05, significância estatística 
de 95%. A contração da ferida não apresentou diferença entre os grupos e o controle. 
Os grupos de metronidazol apresentaram melhores depósitos de colágeno tipo I e III 
após 3 (p=0,013 e p=0,003) e 7 dias (p=0,008 e p=0,001) independentemente da 
concentração da solução. Os protomiofibroblastos foram significativamente mais 
numerosos aos 7 dias (p=0,022) nos grupos metronidazol de 4%, 6% e 8%. Após 14 
dias, nos mesmos grupos, os miofibroblastos predominaram significativamente 
(p=0,01). A administração tópica de solução de metronidazol em feridas de pele com 
cicatrização por segunda intenção foi capaz de melhorar deposição local de colágeno 
e a diferenciação de fibroblastos. Apesar destes efeitos benéficos, a fase de contração 
da cicatrização de feridas permaneceu inalterada, sem redução significativa da 
contração avaliada pela planimetria digital. Essas descobertas podem ser 
potencialmente utilizadas em favor do processo de cicatrização de feridas.  
 
 
Descritores: Cicatrização. Metronidazol. Administração Tópica. Absorção 






In order to address beneficial effects of metronidazole topical administration on 
collagen deposit, fibroblasts differentiation and wound contraction during experimental 
second-intention healing, 108 Wistar male rats, weighing 300-350g were submmited 
to a circular, 2 cm diameter, total deep back skin wound. Animals were divided into five 
groups (18 each group) according to the metronidazole solution concentration used 
(4%, 6%, 8%, 10% and 12%) during the dressing performed daily all over the period of 
experiment which was subdivided into three times of analysis (after 3, 7 and 14 days 
of observation). Wound contraction was assessed by digital planimetry, Sirius Red 
staining was used to quantified collagen types I and III, and 
myofibroblasts/protomyofibroblasts were identified using CD34 and α-SMA 
immunohistochemistry techniques. Statistical analysis, including intergroups and 
intragroups comparisons was calculated by non-parametric Kruskal-Wallis test using 
SSPS software and p value of 0,05, statistical significance of 95%. Wound contraction 
wasn’t different between groups and control. Metronidazole groups showed better 
types I and III collagen deposits after 3 (p=0,013 and p=0,003) and 7 days (p=0,008 
and p=0,001) regardless the solution concentration. Protomyofibroblasts were 
significantly more numerous at 7 days (p=0,022) in metronidazole groups of 4% 6% 
and 8%. After 14 days, at the same groups, myofibroblasts predominated significantly 
(p=0,01). Topical administration of metronidazole solution in experimental second-
intention skin wounds was able to improve local collagen deposit and fibroblasts 
differentiation. Despite these beneficial effects, contraction phase of wound healing 
remained unchanged, without significant reduction of contraction phase as assessed 
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As sucessivas descobertas dos elementos constituintes da derme e 
subcutâneo, aumentaram o interesse na fase de fibroplasia, por ser nesta fase que 
ocorrem a produção e reestruturação da matriz extracelular, deposição e início da 
reorganização do colágeno tipo I, que representa a principal proteína encontrada na 
fáscia 1. 
Nas últimas quatro décadas, após a descrição do miofibroblasto em 1971 por 
Gabbiani2 intensificaram-se os trabalhos visando a funcionalidade desta célula com 
interesse em reabilitação funcional ou cosmético 3,4,5, e recentemente, tornou-se 
célula alvo após o seu sugestivo envolvimento em neoplasias de origem estromal6,7. 
Todavia, faz-se necessário compreender a reparação tecidual normal e os 
fatores atuantes em suas fases para promover uma cicatrização mais efetiva ou 
bloquear uma de suas etapas em casos de doenças fibróticas. 
No processo de reparação tecidual, a capacidade da pele e demais tecidos 
orgânicos de corrigir os danos sofridos após um trauma, acidental ou cirúrgico, pode 
ocorrer pela regeneração ou cicatrização. Na primeira situação com a recomposição 
da atividade funcional do órgão lesado. Na cicatrização com restabelecimento da 
homeostasia do tecido com perda parcial de sua atividade funcional pela formação de 
cicatriz fibrótica8. 
  Os fatores relacionados a homeostase tecidual são ativados imediatamente 
após a lesão, evoluindo por fases que podem ocorrer em concomitância ou 
sequencial, como coagulação, inflamação, proliferação, contração da ferida e 
remodelação9. 
Na fase de coagulação após o trauma, o tamponamento dos vasos que foram 
rompidos ocorre por vasoconstrição, como resposta à descarga adrenérgica e às 
citocinas oriundas da degranulação dos mastócitos. O trombo recém-formado pela 
agregação plaquetária, é infiltrado por fibrina formando uma rede que captura os 
eritrócitos, tornando-se a matriz provisória para a migração das células responsáveis 
pelas fases seguintes10. 
Na inflamação as primeiras células a migrarem para a ferida são os neutrófilos 
provenientes da circulação local, predominante nos primeiros dias, e responsável pela 




segundo ao quinto dia da lesão, que também auxiliam na fagocitose ao apresentarem 
os peptídeos dos microorganismos fagocitados, pelo complexo de 
histocompatibilidade, às células T auxiliares11. 
A fibronectina sintetizada por células como fibroblastos, queratinócitos e 
células endoteliais, promove a formação da matriz extracelular e a quimiotaxia local, 
recobre as fibras de fibrina e favorece a migração celular por facilitar o deslocamento 
das células epiteliais e endoteliais, e em seguida, os fibroblastos. O fator de 
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento fibroblástico básico (b-FGF), fator 
de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e fator de crescimento transformante 
beta (TGF-ß) estimulam a síntese de fibronectina12,13.  
Nas feridas não contaminadas a inflamação desaparece entre 3 a 5 dias 
depois do trauma. Os eosinófilos auxiliam na resolução do processo, fagocitando 
leucotrienos e complexos imunes, e produzindo histaminase, fosfolipase e 
prostaglandinas com ação contrária às que iniciaram a inflamação14. 
Na fase de proliferação, a formação do tecido de granulação depende do 
fibroblasto que na matriz deposita colágeno, elastina, fibronectina, 
glicosaminoglicanas e proteases, sendo estas duas últimas responsáveis pelo 
desbridamento e remodelação fisiológicos15. Na fase de proliferação ocorrem 
epitelização, fibroplasia e angiogênese9. 
Na epitelização, as mitoses chegam ao auge próximo do terceiro dia, 
predominando nas áreas periféricas, criando excessos laterais de células, que 
empurram as células das bordas e se movem por debaixo da crosta. O queratinócito 
ao se encontrar com outra célula idêntica, muda à direção de seu movimento, e 
cessando esta movimentação quando estiver rodeado de similares, ocorrendo a 
inibição por contato8,9. 
Na fibroplasia, os primeiros fibroblastos a migrarem para a matriz provisória, 
dirigidos pela fibronectina, são os residentes na derme ao redor da lesão, e aparecem 
entre o 3º e o 5º dia depois do trauma, atraídos por substâncias produzidas pelos 
macrófagos ativados, linfocinas e pela degradação do colágeno lesionado16,17. 
O TGF-ß é o mais poderoso estimulante conhecido da síntese do colágeno e 
favorece sua acumulação, já que diminui a atividade das proteases que destrói o 
colágeno. Esta citocina é produzida por células inflamatórias e fibroblastos. O PDGF, 
b-FGF e EGF também favorecem a fibroplasia, enquanto que os glicocorticoides e 




 Na matriz extracelular, os fibroblastos produzem condroitin sulfato, dermatan 
sulfato, heparina, queratan sulfato e ácido hialurônico13. Este último sendo um 
polissacarídeo glicosaminoglicano não sulfatado que se liga à água e auxilia na 
resistência do tecido à compressão. As modificações que ocorrem na composição da 
matriz extracelular favorecem a fixação celular e a diferenciação para fenótipos mais 
maduros8. 
Na fase de angiogênese, os níveis elevados de lactato, o pH ácido e a 
diminuição da tensão do oxigênio na ferida estimulam a formação de neovasos19. Os 
macrófagos podem produzir lactato mesmo sob condições normais de oxigenação dos 
tecidos11, e sua presença na lesão acelera a deposição de colágeno e estimula a 
neovascularização20. Com o decorrer do processo de cicatrização os vasos 
neoformados se diferenciam em capilares8,19. 
A contração da ferida representa o movimento das bordas e não formação de 
tecido novo, podendo reduzir de forma significativa a área da superfície do defeito 
cutâneo a ser preenchido9. O PDGF, TGF-ß e b-FGF estimulam esta fase em feridas 
experimentais21,22. Esta fase é objeto de estudo nos artigos apresentados. 
A fase de remodelação pode durar meses. A colagenólise elimina as fibras 
colágenas depositadas desorganizadamente, trocando-as por fibras orientadas na 
matriz e mais resistentes, ajudando a formar uma matriz madura estável9. A 
remodelação é responsável pelo aumento da força tensional e pela diminuição do 
tamanho da cicatriz, sendo esta considerada avascular na fase tardia16,17. 
Mas as fases de cicatrização poderão ser alteradas em diversas situações, 
como ocorre em infecções locais que perpetuam o processo inflamatório propiciando 
a cronificação de uma lesão de pele como úlcera de perna, ou em uso de cremes 
tópicos e curativos especiais que aceleram o processo de fibroplasia em 
procedimentos estéticos 9,19,23,24. 
Em 1990, Darby, Skalli e Gabbiani25 em seu estudo, demonstraram que os 
fibroblastos adquirem algumas características de músculo liso, tornando-se 
miofibroblastos, que desaparecem quando a ferida está totalmente epitelizada. A 
imunofluorescência marcada com anticorpos para detectar todas as isoformas de 
actina demonstrou que após o sexto dia somente a metade das feridas examinadas 
dos animais tinham os fibroblastos corados por anticorpo para alpha smooth muscle 
actin (α-SMA). Do 12º ao 15º dia havia difusão de miofibroblastos na ferida, e do 16º° 




25º e 30º dia da lesão, figuras apoptóticas foram vistas nos fibroblastos e nas células 
endoteliais. 
Grinnell26 afirmou que durante a formação do tecido de granulação, 
fibroblastos migram e se diferenciam em miofibroblastos, e que os fibroblastos das 
margens da ferida geram força suficiente para iniciar a contração da ferida. A 
contratilidade celular pode ser controlada por fatores extracelulares, como TGF-ß que 
tem sido relatado como promotor da diferenciação.  
Há registros na literatura de que o TGF-ß atua na diferenciação dos 
miofibroblastos e na expressão da α-SMA, e que há relação da tensão mecânica da 
ferida e manutenção do fenótipo destas células27,28.  
Hinz et al.29 obtiveram melhoramento da atividade contrátil dos fibroblastos 
subcutâneos de ratos tratados com TGF-ß, levando ao aumento da expressão da α-
SMA nestes fibroblastos, demonstrando o acréscimo da contração da matriz colágena 
pelo TFG-ß. 
Atualmente, o miofibroblasto se tornou uma célula de interesse de estudos 
devido ao seu envolvimento em neoplasias de origem estromal e doenças fibróticas. 
Trabalhos recentes afirmam que os fatores moduladores dos miofibroblastos 
determinarão os possíveis tratamentos e controle destas doenças6,7,30. 
O metronidazol é um antiprotozoário com ação antibacteriana, tendo como 
fórmula estrutural 2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol31, ativo contra organismos 
anaeróbicos32,33, sendo a droga de escolha contra Trichomonas vaginalis, amebíase 
causada por Entamoeba histolitica e angina de Vicent, uma ulceração aguda da boca 
causada por bactéria anaeróbica. Esta medicação é um inibidor seletivo da produção 
de hidrogênio pelo Clostridium welchii e pelo Trichomonas vaginalis, exercendo seu 
efeito no componente hidrogenase como receptor de elétrons. Esta transferência de 
elétrons pela redução da ferredoxina para enzima hidrogenase produz gás hidrogênio. 
O potencial redox não é encontrado em sistemas microbiais aeróbicos, exceto na 
fotossíntese32,33. 
A ação do metronidazol contra anaeróbios ocorre por estas bactérias obterem 
a sua energia pela oxidação da enzima denominada tiamina pirofosfatase, que utiliza 
ferredoxina ou seus equivalentes como transferidores elétricos de proteínas31,34. 
Geralmente, a redução da ferredoxina transfere elétrons por hidrogenase, mas na 
presença do metronidazol, estes elétrons são transferidos tardiamente. Este 




formação de um princípio ativo para DNA e RNA polimerases, causando a cessação 
de toda a síntese de ácido nucléico. 
O metronidazol se agrega a um composto citotóxico, com ação inibitória sobre 
o ácido nucléico e a síntese protéica nas células anaeróbicas, que possuem um 
sistema enzimático para redução da droga, com acúmulo de subprodutos desta 
redução intracelular36, exercendo ação deletéria sobre estas células, possibilitada pela 
combinação destes subprodutos com importantes macromoléculas celulares37. 
Stoltze e Stellfeld38 pesquisaram a absorção sistêmica do metronidazol com 
sua aplicação tópica em gel a 25% em bolsas periodontais inflamadas versus 
administração de metronidazol na dose de 100mg endovenoso, e concluíram ser 
possível obter altas concentrações de metronidazol nas bolsas periodontais com 
metronidazol a 25% sem induzir a altas concentrações plasmáticas.  
Elewski39 utilizou pele humana de cadáver montada em difusor celular para 
avaliar a farmacocinética da absorção percutânea do metronidazol, em diferentes 
veículos e concentrações, como o agente ativo em seis formulações tópicas. O estudo 
demonstrou que ocorre influência do veículo utilizado, como creme, loção ou gel, 
sendo que o creme possuiu uma absorção maior que a loção, e está maior que o gel. 
Em 1984, Ashford et al.40, utilizaram pela primeira vez o metronidazol aplicado 
de forma tópica para controle de odor de ferida tumoral fungóide. Esta ferida, entre 
outras substâncias voláteis, apresenta alta incidência de infecções por bactérias 
anaeróbicas, sendo esta uma das causas do odor fétido destas lesões. Desde então 




O presente estudo teve como objetivo avaliar, em modelo experimental animal 
de cicatrização cutânea por segunda intenção, a maturação do colágeno local, a 
diferenciação dos fibroblastos e sua correlação com a contração das feridas quando 





2. MATERIAL E MÉTODOS 
O projeto de pesquisa do presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética 
no Uso de Animais da Pontifícia Universidade Católica do Paraná - CEUA PUC PR e 
aprovado conforme parecer nº 655 (Anexo). Todas as fases de execução do projeto 
respeitaram as orientações da Lei 11.794/2008 regulamentada pelo decreto número 




Utilizaram-se 108 ratos machos (Rattus norvegicus, Rodentia mammalia), da 
linhagem Wistar, adultos jovens com idade de 110 dias e com peso médio entre 300g 
e 315g.  
Mantiveram-se os animais provenientes do Biotério Central da Pontifícia 
Universidade Católica do Paraná em gaiolas apropriadas para a espécie, em 
condições ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo claro/escuro) com 
livre acesso à água e à ração padrão para a espécie.  
Distribuíram-se aleatoriamente os animais em seis grupos, conforme tabela 1. 
Avaliaram-se as lesões na pele de cada grupo em três, sete e quatorze dias após a 





TABELA 1-   DIVISÃO DOS ANIMAIS EM GRUPOS E DIAS DE AVALIAÇÃO 

















































FONTE: A autora (2015) 
 
 
2.2 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 
No Laboratório de Técnica Cirúrgica Experimental anestesiaram-se os 
animais com ketamina 80 mg/kg e xilazina 8 mg/kg48, por via intramuscular na porção 
posterior da coxa, conforme orientação descrita por Sharp e LaRegina48. Em seguida, 
posicionaram-se os mesmos em decúbito ventral, tendo os membros anteriores e 
posteriores fixados num suporte de madeira. 
Realizou-se tricotomia de uma área de aproximadamente 24cm2 (seis 
centímetros de comprimento x quatro centímetros de largura) localizada na região 
toracolombar de cada rato, utilizando-se como referência a coluna vertebral e uma 
linha imaginária tangente à inserção dos membros posteriores (Figura 1). Logo após, 
fez-se a antissepsia com Iodopovidona (PVPI) e a delimitação da área operatória com 





Linha imaginária tangente à 
inserção dos membros posteriores  
 
Linha referente à 
coluna vertebral 
 
FIGURA 1 -  Demonstração das referências utilizadas para delimitação da área de 
tricotomia e localização da ferida operatória 
FONTE: A autora (2015) 
 
No centro da área tricotomizada, demarcou-se a pele por rotação da borda 
cortante de um demarcador (punch) metálico com dois centímetros de diâmetro e 
efetuou-se a ressecção do segmento de pele circular demarcada pelo punch, até 
exposição da fáscia muscular dorsal9,19 (Figura 2). 
 
FIGURA 2 -  Foto do rato 1 do grupo experimento 12% em posição de decúbito 
ventral, após realização da ferida operatória no momento zero 





Após o término do ato operatório os animais receberam dipirona na dose de 
10mg/Kg, por via intramuscular com finalidade analgésica48. 
As feridas permaneceram ocluídas somente até a recuperação anestésica 
devido à dificuldade da permanência do curativo sobre as lesões em ratos fora desta 
condição. Após este período, levaram-se os animais devidamente identificados para 
o Biotério da instituição. Mantiveram-se os animais em gaiolas individuais, e estas 
foram colocadas em prateleiras à igual distância da fonte de luz, recebendo água e 
ração balanceada ad libitum.  
 
 
2.3 APLICAÇÃO DO CURATIVO COM METRONIDAZOL  
Imediatamente após término do ato operatório, realizou-se a limpeza das 
feridas de todos os animais com solução fisiológica 0,9%. Em seguida, no Grupo 
controle (GC) foi aplicado curativo com gazes secas, e nos cinco grupos experimento 
(GE) foram aplicados curativos com gazes embebidas em metronidazol solução 
(benzoilmetronidazol) em veículo q.s.p., sendo GE I na concentração de 40 mg/ml 
(4%), GE II de 60 mg/ml (6%), GE III de 80 mg/ml (8%), GE IV de 100 mg/ml (10%) e 
GE V de 120 mg/ml (12%).  
Nos demais dias, sempre no período da manhã, limpou-se as feridas com 
solução fisiológica 0,9%. Na sequência o GC recebeu 0,3 ml da mesma solução 
fisiológica e os GE 0,3 ml de metronidazol solução, correspondendo a 12 mg/dia no 
GE I (4%, 40mg/kg/peso), 18 mg/dia no GE II (6%, 60mg/kg/peso), 24 mg/dia no GE 
III (8%, 80mg/kg/peso), 30 mg/dia no GE IV (10%, 100mg/kg/peso) e 36 mg/dia no GE 
V (12%, 120mg/kg/peso). 
Estas doses foram escolhidas por não haver consenso nas doses utilizadas 
nos trabalhos com metodologia similar ao presente estudo e os resultados 
encontrados na literatura foram sugestivos de serem doses dependentes. A opção 
pelo uso do metronidazol em solução ocorreu por esta medicação estar disponível no 
Sistema Único de Saúde (SUS) na apresentação de 4%.  
Após o 3º, 7º, 14º dia de tratamento, os animais alocados em cada subgrupo, 




tiopental sódico intraperitoneal (120mg/kg). 




2.4 AVALIAÇÃO MACROSCÓPICA 
Nas feridas, avaliaram-se macroscopicamente a ocorrência de hemorragia, 
extensão de crostas, presença de secreção, de tecido de granulação. 
 
 
2.5 PLANIMETRIA DIGITAL 
Após a eutanásia, colocou-se cada animal sobre prancha cirúrgica e fez-se a 
fotografia da lesão por câmera digital, modelo Cyber-Shot P71, Sony, resolução de 
3.2Mpixels, mantida em tripé a uma distância constante de 34cm. 
Importou-se a imagem obtida para o programa de computador VeV MD-
measurement Documentation, para avaliar a contração da ferida por planimetria 
digital. Para o cálculo da área real, utilizou-se como referência um gabarito fornecido 
pelo fabricante do programa, quadrado de três por três centímetros, posicionado ao 
lado direito da ferida no momento da fotografia, que permitiu a conversão da imagem 





FIGURA 3 -  Imagem obtida do rato 1 do grupo experimento 12% no momento zero e 
importada para o programa VeV MD-measurement Documentation 
FONTE: A autora (2015) 
 
Armazenaram-se todas as fotografias obtidas das feridas dos grupos controle 
e experimento nos momentos zero e após a eutanásia em três, sete e quatorze dias. 
Analisaram-se as mesmas de forma aleatória, após a obtenção das fotografias dos 
últimos grupos. 
Realizou-se este procedimento sem conhecimento do grupo a que pertencia 
à imagem analisada, sendo posteriormente identificada conforme numeração que as 
fotografias receberam durante suas confecções. 
Utilizou-se como critério principal para delimitação das margens das feridas a 
coloração dos tecidos, diferenciando as estruturas referentes à pele íntegra e a fáscia 
muscular dorsal do rato no momento zero. Nas avaliações das feridas após a 
eutanásia, utilizou-se igualmente a coloração dos tecidos, a identificação do tecido de 
granulação, a reepitelização e a pele íntegra com seus anexos. 
Avaliou-se a contração subtraindo os valores obtidos das áreas, em 
centímetros quadrados, após a eutanásia em três, sete e quatorze dias, dos valores 






2.6 AVALIAÇÃO MICROSCÓPICA 
Após a eutanásia e a fotografia da lesão no dorso do rato, realizou-se a 
retirada de cada ferida, com margem de um centímetro de pele íntegra em torno da 
lesão e com profundidade até a musculatura dorsal do rato. Estendeu-se o segmento 
destinado à histologia sobre papel filtro identificado. Na sequência, mergulhou-se este 
em recipiente com formol a 10% por 24 horas. Após este período, incluiu-se o 
segmento em bloco de parafina e submeteu-se o mesmo a cortes de cinco 
micrômetros. Corou-se estes cortes histológicos por Sirius Red e realizou-se leitura 
em três campos, localizados na região central, a direita e a esquerda deste ponto 
central, porém distantes das bordas de ferida, com ampliação de 200x sobre a área 
da lesão. 
Usou-se a coloração Sirius Red para avaliar o colágeno por meio da 
birrefringência específica do mesmo, utilizando um microscópio de luz polarizada. 
O colágeno tipo I, que representa a fibra mais espessa e possui a maior 
birrefringência, corou-se em tons laranja a vermelho. O colágeno tipo III, sendo a fibra 
mais fina e com menor birrefringência, corou-se em verde49. 
Utilizou-se o microscópio da marca Olympus BX50 com câmeras de captura 
3CCD pró-séries, e o programa de captura de imagens foi o Pró-plus versão 4.5 da 
Cybermetics. Captou-se as imagens por câmera Sony® CCD 101, enviadas a um 
monitor Sony Trinitron® colorido, congeladas e digitalizadas por uma placa Oculus 
TCX® (coreco). Analisou-se as imagens pelo aplicativo Image Plus 4.5 para Windows 
em computador Pentium lll. Calculou-se o percentual de fibras colágenas tipo I e tipo 
III em cada área analisada.  
Coraram-se os cortes histológicos pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) 
para avaliação da ferida e localização de sua área central. 
Para a imunoistoquímica, utilizou-se a técnica de tissue array, sendo retirado 
um fragmento da porção central de cada uma das feridas, com um punch número 3.  
Na lâmina da coloração HE, localizou-se e marcou-se com caneta de retroprojetor a 
porção central da ferida, e em seguida, colocou-se esta lâmina sobre o respectivo 
bloco de parafina, identificando a área a ser retirada pelo punch. O processo foi 




conforme mapeamento prévio em um recipiente com separações individuais 
(Apêndice). 
Utilizou-se para a imunoistoquímica o anticorpo alpha-smooth muscle actin (α 
-SMA), este anticorpo marca a actina lisa nos miofibroblastos. Utilizou-se a 
imunoistoquímica CD34, para identificar células estromais não vinculadas a neovasos 
na matriz, α-SMA negativas, sendo possível identificar os protomiofibroblastos. 
Leram-se dez campos em cada corte histológico de ferida, correspondendo à leitura 
de toda a lâmina devido à utilização da técnica de tissue array com punch número 3. 
Realizou-se a contagem destas células presentes nos campos examinados, 
considerando-se somente as células nucleadas. A técnica utilizada na confecção das 




2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Descreveu-se os resultados obtidos de variáveis quantitativas por médias, 
medianas, valores mínimos, valores máximos e desvios padrões. Para a comparação 
dos grupos em cada momento de avaliação e para a comparação dos momentos de 
avaliação dentro de cada grupo, considerou-se o teste não-paramétrico de Kruskal-
Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. Analisou-se os dados 
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OBJETIVO: Avaliar a ação do metronidazol em solução a 4%, 6%, 8%,10% e 12%, 
tópico, na contração e concentração de colágeno em feridas com cicatrização por 
segunda intenção em ratos. MÉTODOS: Fez-se feridas circulares com dois 
centímetros de diâmetro no dorso de ratos e estudou-se a contração e produção de 
colágeno em 3, 7 e 14 dias. A contração da ferida foi avaliada por planimetria digital e 
a produção de colágeno pela coloração Sirius Red. RESULTADOS: Não houve 
diferença entre os grupos em relação à contração ferida. Nos grupos experimento 
houve maior concentração de colágeno I e III no 3º dia (p=0,013 e p=0,003) e no 7º 
dia (p=0,008 e p=0,001). CONCLUSÃO: O metronidazol, solução a 4% (40mg/kg/dia), 
6% (60mg/kg/dia), 8% (80mg/kg/dia), 10% (100mg/kg/dia) e 12% (120mg/kg/dia) 
aplicado de forma tópica nas feridas com cicatrização por segunda intenção, não 
interfere na contração da ferida e aumenta a concentração de colágeno I e III. 
 







A melhora na qualidade de vida proporcionou o envelhecimento progressivo 
da população, e subsequente aparecimento de doenças crônicas como hipertensão 
arterial sistêmica e diabetes mellitus, que favorecem o aumento da incidência de 
lesões ulceradas de pele ocasionadas por pequenos traumas, que cronificam e 
evoluem com complicações locais e sistêmicas1. 
No mercado há diversos produtos e curativos oclusivos para auxiliar no 
processo de cicatrização por segunda intenção de feridas crônicas, porém alguns 
possuem custo elevado1,2, e os disponíveis na rede pública não apresentam 
resultados satisfatórios no tratamento das lesões ulceradas crônicas2,3. 
A cicatrização por segunda intenção ocorre quando a ferida apresenta perda 
de tecido, bordas irregulares, necrose, contaminação ou infecção local3. Esta 
cicatrização normalmente apresenta as fases de hemostasia, inflamação, proliferativa 
ou de fibroplasia, remodelação ou maturação, porém pode evoluir para cronificação 
quando há interferência em uma ou mais destas fases2. 
O antibiótico metronidazol, ativo contra anaeróbicos obrigatórios4-7, é usado 
com frequência em pacientes com feridas malignas cutâneas para controle da 
secreção e odor fétido, por diminuir a concentração de anaeróbios destas lesões8,9. 
Esta medicação aplicada de forma tópica também constitui terapia de primeira linha 
em casos de rosácea10. 
Há trabalhos experimentais que afirmam ação benéfica do metronidazol no 
processo de cicatrização referente à contração da ferida e à concentração de 
colágeno, com uso por via oral11 e por via tópica12,13. Outros autores relatam toxicidade 
do metronidazol para células de mamíferos em estudos in vitro14-16. Porém todos os 
autores afirmam a necessidade de maiores estudos. 
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ação do metronidazol nas 
concentrações de 4%, 6%, 8%, 10% e 12%, uso tópico em feridas com cicatrização 
por segunda intenção em ratos, analisando a contração macroscópica e 
correlacionando com a concentração do colágeno. 
 
MÉTODOS 
O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Pontifícia 





O estudo experimental utilizou 108 ratos machos (Rattus norvegicus, Rodentia 
mammalia), da linhagem Wistar, adultos jovens com idade de 110 dias e com peso 
médio entre 300g e 315g. Foram mantidos em gaiolas apropriadas individuais para a 
espécie, em condições ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo 
claro/escuro) com livre acesso à água e à ração-padrão para a espécie. O tamanho 
da amostra foi estimado através dos estudos realizados na literatura 
pesquisada2,3,17,18, e o projeto seguiu as orientações da Lei 11.794/2008 
regulamentada pelo decreto número 6899 e as recomendações do Colégio Brasileiro 
de Experimentação Animal. 
Os animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos, conforme tabela 
1, que excetuando o grupo controle (GC), foram submetidos a curativos com o uso de 
metronidazol em solução a 4%, 6%, 8%, 10% e 12%, tópico, com frequência de uma 
vez ao dia, sendo que cada grupo foi avaliado em três, sete e quatorze dias após a 
lesão na pele. 
 
Tabela 1 - Divisão dos animais em grupos e dias de avaliação 


















































Os animais foram anestesiados com ketamina 80 mg/kg e xilazina 8 mg/kg19. 
Foi tricotomizada, na região dorsal de cada animal, uma área de aproximadamente 24 
cm2. Após a antissepsia com PVPI e a delimitação da área operatória com campo 
esterilizado fenestrado, foi realizada a demarcação na pele por rotação da borda 





efetuada a ressecção do segmento de pele circular demarcada pelo punch, até expor 
a fáscia muscular dorsal2,3,18. 
Todos os animais tiveram as feridas limpas com solução de NaCl 0,9%. Em 
seguida, no grupo controle (GC) foi aplicado curativo com gazes secas, e nos cinco 
grupos experimento (GE) foram aplicados curativos com gazes embebidas em 
metronidazol solução (benzoilmetronidazol) em veículo q.s.p., sendo GE I na 
concentração de 40 mg/ml (4%), GE II de 60 mg/ml (6%), GE III de 80 mg/ml (8%), 
GE IV de 100 mg/ml (10%) e GE V de 120 mg/ml (12%).  
Após o término do ato operatório os animais receberam dipirona na dose de 
10mg/Kg, por via intramuscular com finalidade analgésica19. 
A ferida permaneceu ocluída até a recuperação anestésica. Após este 
período, estes animais foram mantidos em gaiolas individuais, as quais foram 
colocadas em prateleiras à igual distância da fonte de luz, recebendo água e ração 
balanceada ad libitum. 
Nos demais dias, sempre no período da manhã, as feridas foram limpas com 
solução fisiológica 0,9%. Na sequência o GC recebeu 0,3 ml da mesma solução 
aplicada na ferida e os GE 0,3 ml de metronidazol solução aplicada de forma tópica 
na ferida, correspondendo a 12 mg/dia no GE I (4%, 40mg/kg/peso), 18 mg/dia no GE 
II (6%, 60mg/kg/peso), 24 mg/dia no GE III (8%, 80mg/kg/peso), 30 mg/dia no GE IV 
(10%, 100mg/kg/peso) e 36 mg/dia no GE V (12%, 120mg/kg/peso).  
 No terceiro, sétimo e décimo quarto dia de tratamento, seis animais dos GE 
I, II, III, IV, V e GC sofreram eutanásia por dose letal de tiopental sódico intraperitonial 
(120 mg/Kg), sendo este o método de eutanásia recomendado para roedores e outros 
pequenos mamíferos, contido na Resolução 714 do Conselho Federal de Medicina 
Veterinária de 20 de junho de 2002.  
Cada animal foi colocado sobre prancha cirúrgica e fotografado por câmera 
digital, modelo Cyber-Shot P71, Sony®, resolução de 3.2M pixels, mantida em tripé a 
uma distância constante de 34 cm. Este procedimento foi efetuado na realização da 
ferida (momento zero) e imediatamente após eutanásia no 3º, 7º e 14º dia. 
A imagem obtida foi importada para o programa de computador VeV 
MDmeasurement Documentation®, para avaliar a contração da ferida por planimetria 
digital. Para o cálculo da área real, foi utilizado como referência um gabarito fornecido 





ao lado direito da ferida no momento da fotografia, que permitiu a conversão da 
imagem eletrônica para uma escala em centímetros. 
Após os registros fotográficos, as feridas foram ressecadas com margem de 
um centímetro de pele íntegra em torno da lesão, com profundidade até a musculatura 
dorsal do rato. O segmento destinado à histologia foi estendido sobre filtro de papel 
identificado e fixado em formol a 10% por 24 horas. Após este período, foi submetido 
ao preparo histológico convencional, incluso em bloco de parafina e cortes de cinco 
micrômetros. Os cortes histológicos foram corados por Sirius Red. Para cada lâmina, 
em média, foi realizada a leitura de três campos, sendo próximo as bordas direita e 
esquerda e no centro da lesão, com ampliação de 200x, sobre a área da lesão. 
Para a comparação dos grupos em cada momento de avaliação e para a 
comparação dos momentos de avaliação dentro de cada grupo, foi considerado o 
teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significância 




A macroscopia não apresentou hemorragias, secreção de aspecto purulento, 
excesso de formação de crostas, e todos os animais no decorrer do tempo 
apresentaram tecido de granulação. 
Na análise da contração das feridas, observou-se que as áreas destas 
diminuíram significativamente com o decorrer do tempo nos grupos controle (GC) e 
experimento (GE I, II, III, IV e V). Portanto, dentro do mesmo grupo houve redução 
progressiva da ferida no 3º, 7º e 14º dia, conforme tabela 2. 
 
 
Tabela 2 - Contração das feridas intragrupo nos períodos avaliados. 
GRUPO 
Valor de p 
Dia 3 x dia 7 x dia 14 Dia 3 x dia 7 Dia 3 x dia 14 Dia 7 x dia 14 
Controle 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
4% 0,001 <0,001 <0,001 0,002 
6% 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
8% 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
10% 0,002 0,001 <0,001 0,009 
12% 0,002 0,001 <0,001 0,007 






Todavia, quando os grupos experimento foram comparados ao controle, não 
houve diferença significativa nos mesmos períodos avaliados. 
Quanto a concentração do colágeno, o tipo I foi maior em todos os grupos 
experimento (GE) em relação ao controle (GC) nas avaliações do terceiro (p=0,013) 
e sétimo dia (p=0,008). No décimo quarto dia não houve diferença, como demonstra 
a tabela 3.  
 
Tabela 3 - Concentração de colágeno tipo I em todos os grupos, nos períodos avaliados. 
 Grupos n Médias Desvio padrão Valor de p  
Dia 3 
Controle 6 1,37 0,31  
4% 6 2,47 0,65  
6% 6 2,80 0,94  
8% 6 2,27 0,36  
10% 6 2,27 0,52  
12% 6 3,20 1,20 0,013 
Dia 7 
Controle 6 1,69 1,39  
4% 6 7,57 4,46  
6% 6 7,41 3,00  
8% 6 8,78 2,18  
10% 6 8,94 2,16  
12% 6 8,29 1,44 0,008 
Dia 14 
Controle 6 6,78 2,65  
4% 6 6,26 1,36  
6% 6 7,19 1,98  
8% 6 5,80 2,37  
10% 6 8,38 1,12  
12% 6 6,04 2,35 0,270 
Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 
Na comparação dos grupos experimento entre si, no terceiro e sétimo dia, em 
que houve predomínio do colágeno tipo I em relação ao grupo controle, não houve 







Tabela 4 - Comparação dos grupos experimento entre si no terceiro e sétimo dia, em relação ao 
colágeno tipo I. 
 
GRUPOS COMPARADOS 
Valor de p 
Dia 3 Dia 7 
4% x   6%  0,669 0,946 
4% x   8%  0,693 0,255 
4% x 10%  0,646 0,216 
4% x 12%  0,451 0,438 
6% x   8%  0,413 0,228 
6% x 10%  0,377 0,193 
6% x 12%  0,742 0,400 
8% x 10%  0,948 0,919 
8% x 12%  0,255 0,710 
10% x 12%  0,229 0,636 
Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 
O colágeno III apresentou maior concentração em todos os grupos 
experimento (GE) comparado ao controle (GC) no terceiro dia (p=0,003) e sétimo dia 
(p=0,001). No décimo quarto dia não houve diferença, como demonstra tabela 5. 
 
Tabela 5 - Concentração de colágeno tipo III em todos os grupos, nos períodos avaliados. 
 Grupos n Médias Desvio padrão Valor de p 
Dia 3 Controle 6 2,16 0,75  
 4% 6 4,19 0,54  
 6% 6 4,42 1,26  
 8% 6 3,96 0,75  
 10% 6 4,16 0,84  
 12% 6 4,94 0,94 0,003 
Dia 7 Controle 6 2,21 0,60  
 4% 6 6,57 2,34  
 6% 6 4,87 1,02  
 8% 6 6,32 1,68  
 10% 6 6,78 0,94  
 12% 6 5,50 0,70 0,001 
Dia 14 Controle 6 4,59 0,98  
 4% 6 3,89 0,71  
 6% 6 4,30 1,00  
 8% 6 3,66 0,94  
 10% 6 3,80 0,38  
 12% 6 4,14 1,13 0,524 
Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 
Na avaliação intergrupo experimento, foi encontrado no terceiro dia 





No sétimo dia houve diferença na comparação entre os grupos experimentos, 
com maior concentração de colágeno III no grupo GE I (4%) em relação ao GE II (6%) 
(p=0,032). Também há predomínio deste colágeno no grupo GE IV (10%) comparado 
ao GE II (6%) (p=0,003) e ao GE V (12%) (p=0,035), demonstrado em tabela 6. 
 
Tabela 6 - Comparação dos grupos experimento entre si no décimo quarto dia, em relação ao 
colágeno tipo III. 
Grupos comparados 
Valor de p 
Dia 3 Dia 7 
4% x   6%  0,943 0,032 
4% x   8%  0,322 0,785 
4% x 10%  0,803 0,333 
4% x 12%  0,193 0,232 
6% x   8%  0,289 0,058 
6% x 10%  0,748 0,003 
6% x 12%  0,218 0,314 
8% x 10%  0,456 0,218 
8% x 12%  0,026 0,352 
10% x 12%  0,124 0,035 
Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 
DISCUSSÃO 
Os trabalhos experimentais com ferida aberta no dorso do animal, com 
cicatrização por segunda intenção, realizados por Prasad et al.11 e Rao et al.12, 
referiram que na avaliação por planimetria da contração da ferida houve maior redução 
desta com o uso do metronidazol oral, na dose de 160 mg/kg/dia e 180 mg/kg/dia, 
respectivamente. Borden et al.20 com uso de metronidazol intraperitoneal na dose de 
20 mg/kg/dia e Trindade et al.2 com uso de metronidazol tópico 50 mg/kg/dia, não 
encontraram diferença significativa na contração da ferida aberta. 
No presente estudo, observou-se que as feridas de todos os grupos 
experimento e controle diminuíram suas áreas de modo significante com o decorrer 
do tempo. Porém quando os grupos foram comparados entre si, não houve diferença 
em nenhum dos momentos analisados, demonstrando que o metronidazol nas doses 
de 40mg/kg/dia, 60mg/kg/dia, 80mg/kg/dia, 100mg/kg/dia e 120mg/kg/dia em uso 
tópico, não interfere na taxa de redução do tamanho da ferida em cicatrização por 
segunda intenção, repetindo os resultados de Borden et al.20 e Trindade et al.2, mesmo 





Segundo Grinnell e Petroll21, várias células, além do fibroblasto, podem 
contrair uma matriz de colágeno como células musculares lisas, células epiteliais e 
endoteliais. Estes autores referem que o fibroblasto da matriz extracelular, estimulado 
por citocinas como o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), contrai 
melhor que o fibroblasto da derme. Os mesmos autores afirmaram que em relação a 
contração da matriz extracelular tem sido proposto dois mecanismos: um centrado na 
capacidade contrátil celular do fibroblasto adquirindo o fenótipo miofibroblasto, e o 
outro mecanismo seria a força contrátil exercida pela migração das células que 
ocorrem das margens da ferida em substituição do tecido de granulação. 
Ehrlich e Hunt22 referiram que a organização do colágeno, no tecido de 
granulação, realizada pelo fibroblasto pode gerar força de tração similar a realizada 
pelos miofibroblastos. 
Em se tratando da produção de colágeno, Borden et al.20 com a dose de 
20mg/kg/dia intraperitoneal, encontraram diminuição da força tensil da cicatriz da 
parede abdominal na avaliação da 2º e 3º semana pós-operatória, porém na 5º 
semana esta cicatriz apresentou a mesma resistência que o grupo controle. 
 Prasad et al.11 com a dose de 160mg/kg/dia via oral, avaliaram o conteúdo 
do tecido de granulação das feridas dos animais no 10º dia da lesão, referiram 
diminuição da produção da hidroxiprolina neste período, com prejuízo da fase de 
colagenização nos ratos tratados com metronidazol. 
Girish e Patil13, que usaram no trabalho metodologia similar ao Prasad et al.11, 
porém com a dose de metronidazol de 108 mg/kg/dia por via oral, afirmaram 
justamente o contrário, que houve maior produção de hidroxiprolina no grupo tratado 
com metronidazol. Girish e Patil13 creditaram que o resultado negativo encontrado por 
Borden et al.20 foi devido à baixa dose usada do metronidazol, 20mg/kg/dia, e o tempo 
menor de administração, que foi de apenas 7 dias, e a divergência em relação ao 
resultado encontrado por Prasad et al.11 seria exatamente o contrário, ou seja, a alta 
dose de metronidazol usada por estes autores, 160mg/kg/dia. 
Rao et al.12 avaliaram as feridas com 10 dias após a lesão, e referiram maior 
organização do colágeno nas lesões dos grupos que foram tratados com metronidazol 
por via oral na dose 180mg/kg/dia e por via tópica, porém nesta última via a base 





componente com interferência na cicatrização além do metronidazol, neste caso a 
alantoína.  
Sampaio et al.3 fizeram trabalho com metodologia similar à atual pesquisa, 
referiram maior concentração de colágeno I em 3, 7, 14 e 21 dias, porém com 
diferença significante no 7º dia (p=0,020) e 21º dia (p=0,016). Em relação ao colágeno 
III foi predominante no 21º dia (p=0,005). Entretanto, estes autores mantiveram cinco 
ratos por gaiola, podendo ter ocorrido manipulação das feridas pelos ratos da mesma 
gaiola, o que levaria a uma menor concentração tópica do metronidazol e não 
apresentar significância nos períodos avaliados. 
O presente estudo encontrou aumento significativo do colágeno III nos grupos 
experimento em todas as concentrações no terceiro e sétimo dia. O colágeno I 
apresentou a mesma evolução, com predomínio nos grupos experimento igualmente 
no terceiro e sétimo dia. O provável aumento do colágeno tipo I e III nestes períodos 
precoces, divergente de Sampaio et al., possa ser decorrente do uso de gaiolas 
individuais, o que não foi utilizado por estes autores. Desta forma, o animal isolado 
permanece com o metronidazol por maior período na ferida aberta no dorso sem 
manipulação da medicação feita por outro animal da mesma gaiola. 
O colágeno tipo I é a principal proteína encontrada na fáscia e o fibroblasto é 
a célula primariamente responsável por sua síntese, mas diversos parâmetros estão 
envolvidos no controle desta síntese, como densidade do colágeno no tecido ou na 
ferida, tensão da matriz extracelular e fatores de crescimento23. 
Na reparação aguda de uma ferida, a fibronectina inicialmente depositada 
provem do plasma sanguíneo. A fibronectina e a fibrina criam uma matriz provisória 
que promove a migração e adesão celular nesta matriz. A fibronectina é uma 
glicoproteína adesiva encontrada no plasma sanguíneo, mas também sintetizada 
pelas células que migram para ferida como o fibroblasto24. 
O fibroblasto produz e deposita fibronectina e colágeno na matriz extracelular 
provisória da ferida em processo de cicatrização25. 
A matriz extracelular pode liberar algumas citocinas como o Fator de 
crescimento fibroblástico básico (bFGF), que induz crescimento de fibroblasto e 
células endoteliais24,25. Entretanto, o Fator de Crescimento transformador beta 1 





presentes na lesão, demonstra possuir o maior envolvimento no processo de 
produção de colágeno e remodelação da nova matriz extracelular26,27. 
Chéret et al.28 referiram que a alteração da inervação sensorial periférica e a 
concomitante alteração na concentração de neuropeptídios na ferida, como 
substancia P, calcitonina e peptideo intestinal vasoativo (VIP), interferem na produção 
do colágeno e na remodelação da ferida que ocorre com a substituição progressiva 
do colágeno tipo III para tipo I. 
Simões et al.29, em estudo experimental em ratos albinos, com ferida em 
cicatrização por segunda intenção, observaram por microscopia eletrônica o 
comportamento dos fibroblastos nos períodos de 3, 7, 14 e 21 dias. Notaram a 
presença de fibroblastos típicos sintetizando fibrilas colágenas tipo I e III ao mesmo 
tempo mas sem orientação, sendo este fenômeno mais exacerbado no 7º dia. Na 
sequência observaram a reabsorção de fibrilas colágenas, resultando na substituição 
do colágeno tipo III pelo tipo I. 
Na atual pesquisa a maior densidade de colágeno tipo III e I nas fases 
precoces das feridas dos grupos experimento, sugere maior número ou atividade 
intensa dos fibroblastos residentes. Este fato poderia ser decorrente da uma ação 
promotora que o metronidazol apresentaria na ferida, com estímulo da produção de 
colágeno por aumento da expressão de bFGF ou TGF-ß1 na lesão, sendo que ambas 
citocinas possuem ação no fibroblasto e na produção de colágeno. 
 
CONCLUSÃO 
Conclui-se que o metronidazol solução a 4% (40mg/kg/dia), 6% (60mg/kg/dia), 
8% (80mg/kg/dia), 10% (100mg/kg/dia) e 12% (120mg/kg/dia), aplicado de forma 
tópica, nas feridas com cicatrização por segunda intenção em ratos, não interfere na 
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OBJETIVO: Avaliar a ação do metronidazol em solução a 4%, 6%, 8%,10% e 12%, 
tópico, na incidência de miofibroblastos e protomiofibroblastos e sua relação com a 
contração de feridas em cicatrização por segunda intenção em ratos. MÉTODOS: 
Fez-se feridas circulares com dois centímetros de diâmetro no dorso de ratos e 
estudou-se a cicatrização em 3, 7, 14 dias. A contração da ferida foi avaliada por 
planimetria digital e os miofibroblastos e protomiofibroblastos pela imunoistoquímica 
com α-SMA e CD 34. RESULTADOS: Não houve diferença entre os grupos controle 
e experimentos em relação à contração ferida. Nos grupos tratados com metronidazol, 
o número de protomiofibroblastos foi maior no 7º dia (p=0,022), e de miofibroblastos 
no 14º dia (p=0,010), sendo na concentração de 6% de metronidazol o seu efeito 
máximo. CONCLUSÃO: A aplicação tópica de solução de metronidazol em diferentes 
concentrações pode favorecer ou inibir o aparecimento de miofibroblastos e 
protomiofibroblastos locais de acordo com a concentração utilizada, contudo, sem 
influenciar significativamente a evolução da fase de contração durante a cicatrização 
cutânea por segunda intenção.  
 
DESCRITORES: Cicatrização. Metronidazol. Administração Tópica. Diferenciação 








O processo de cicatrização de feridas é alvo de pesquisas há séculos, mas 
nas últimas quatro décadas, intensificaram-se os trabalhos visando a fibroplasia com 
interesse em reabilitação funcional ou cosmético1,2,3. 
Após um trauma de pele, acidental ou cirúrgico, os fatores relacionados a 
reparação tecidual são ativados, evoluindo por fases como coagulação, inflamação, 
proliferação, contração da ferida e remodelação. Mas estas fases poderão ser 
alteradas em diversas situações, como ocorre em infecções locais que perpetuam o 
processo inflamatório propiciando a cronificação de uma lesão de pele como ulcera 
de perna, ou em uso de cremes tópicos e curativos especiais que aceleram o processo 
de fibroplasia em procedimentos estéticos4. 
O fenômeno de contração da ferida, ou seja, a relação entre o tamanho da 
ferida e a taxa de redução durante a cicatrização, completou 100 anos de sua 
descrição5,6. Entretanto a principal célula responsável por este fenômeno só seria 
descrita após décadas. 
Em 1971 Gabbiani7 descreveu os fibroblastos presentes no tecido de 
granulação que possuíam características em seus citoplasmas semelhantes as 
encontradas em células musculares lisas, descrevendo assim o miofibroblasto. Em 
1990, Darby, Skalli e Gabbiani8 em um estudo experimental com feridas abertas em 
pele de ratos referiram que miofibroblasto era proveniente do fibroblasto local ao 
desenvolver e apresentar bandas de fibrilas musculares denominadas alpha smooth 
muscle actin (α-SMA). 
Trabalhos recentes9,10 afirmaram que o conhecimento dos fatores ativadores 
e bloqueadores dos miofibroblastos são possíveis chaves de tratamento e controle de 
neoplasias de origem estromal como sarcomas. 
O metronidazol foi aplicado de forma tópica para controle de odor de ferida 
tumoral fungóide pela primeira vez em 198411. Esta ferida possui como característica 
elevação acima da pele como um cogumelo, uma superfície com grandes áreas de 
dobras similares a vilosidades e criptas que propiciam e a proliferação acentuada de 
bactérias anaeróbicas, sendo esta uma das causas do odor fétido destas lesões. 
Desde então esta medicação tem sido usada de forma tópica em feridas tumorais 





O presente estudo teve como objetivo avaliar, em modelo experimental de 
cicatrização cutânea por segunda intenção, a influência da aplicação tópica de 
solução de metronidazol em diferentes concentrações sobre a quantidade de 
protomiofibroblastos e miofibroblastos e seu potencial papel na fase de contração da 
cicatrização das feridas. 
 
MÉTODOS 
 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Pontifícia 
Universidade Católica do Paraná - CEUA PUCPR, sob o protocolo nº 655. 
O estudo experimental utilizou 108 ratos machos (Rattus norvegicus, Rodentia 
mammalia), da linhagem Wistar, adultos jovens com idade de 110 dias e com peso 
médio entre 300g e 315g. Foram mantidos em gaiolas apropriadas individuais para a 
espécie, em condições ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo 
claro/escuro) com livre acesso à água e à ração-padrão para a espécie. O tamanho 
da amostra foi estimado através dos estudos realizados na literatura 
pesquisada4,13,14,15, e o projeto seguiu as orientações da Lei 11.794/2008 
regulamentada pelo decreto número 6899 e as recomendações do Colégio Brasileiro 
de Experimentação Animal. 
Os animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos, conforme tabela 
1, que excetuando o grupo controle (GC), foram submetidos a curativos com o uso de 
metronidazol em solução a 4%, 6%, 8%, 10% e 12%, tópico, com frequência de uma 
vez ao dia, sendo que cada grupo foi avaliado em três, sete e quatorze dias após a 







Tabela 1 - Divisão dos animais em grupos e dias de avaliação. 


















































Os animais foram anestesiados com ketamina 80 mg/kg e xilazina 8 mg/kg16. 
Foi tricotomizada, na região dorsal de cada animal, uma área de aproximadamente 24 
cm2. Após a antissepsia com PVPI e a delimitação da área operatória com campo 
esterilizado fenestrado, foi realizada a demarcação na pele por rotação da borda 
cortante de demarcador (punch) metálico com dois centímetros de diâmetro e 
efetuada a ressecção do segmento de pele circular demarcada pelo punch, até expor 
a fáscia muscular dorsal 4,13,15. 
Todos os animais tiveram as feridas limpas com solução de NaCl 0,9%. Em 
seguida, no Grupo controle (GC) foi aplicado curativo com gazes secas, e nos cinco 
grupos experimento (GE) foram aplicados curativos com gazes embebidas em 
metronidazol solução (benzoilmetronidazol) em veículo q.s.p., sendo GE I na 
concentração de 40 mg/ml (4%), GE II de 60 mg/ml (6%), GE III de 80 mg/ml (8%), 
GE IV de 100 mg/ml (10%) e GE V de 120 mg/ml (12%).  
Após o término do ato operatório os animais receberam dipirona na dose de 
10mg/Kg, por via intramuscular com finalidade analgésica16. 
A Ferida permaneceu ocluída até a recuperação anestésica. Após este 
período, estes animais foram mantidos em gaiolas individuais, as quais foram 
colocadas em prateleiras à igual distância da fonte de luz, recebendo água e ração 





Nos demais dias, sempre no período da manhã, as feridas foram limpas com 
solução fisiológica 0,9%. Na sequência o GC recebeu 0,3 ml da mesma solução e os 
GE 0,3 ml de metronidazol solução, correspondendo a 12 mg/dia no GE I (4%, 
40mg/kg/peso), 18 mg/dia no GE II (6%, 60mg/kg/peso), 24 mg/dia no GE III (8%, 
80mg/kg/peso), 30 mg/dia no GE IV (10%, 100mg/kg/peso) e 36 mg/dia no GE V (12%, 
120mg/kg/peso).  
 No terceiro, sétimo e décimo quarto dia de tratamento, seis animais dos GE 
I, II, III, IV, V e GC sofreram eutanásia por dose letal de tiopental sódico intraperitonial 
(120 mg/Kg), sendo este o método de eutanásia recomendado para roedores e outros 
pequenos mamíferos, contido na Resolução 714 do Conselho Federal de Medicina 
Veterinária de 20 de junho de 2002.  
Cada animal foi colocado sobre prancha cirúrgica e fotografado por câmera 
digital, modelo Cyber-Shot P71, Sony®, resolução de 3.2M pixels, mantida em tripé a 
uma distância constante de 34 cm. Este procedimento foi efetuado na realização da 
ferida (momento zero) e após eutanásia no 3º, 7º e 14º dia. 
A imagem obtida foi importada para o programa de computador VeV 
MDmeasurement Documentation®, para avaliar a contração da ferida por planimetria 
digital. Para o cálculo da área real, foi utilizado como referência um gabarito fornecido 
pelo fabricante do programa, quadrado, de três por três centímetros, posicionado ao 
lado direito da ferida no momento da fotografia, que permitiu a conversão da imagem 
eletrônica para uma escala em centímetros. 
Após os registros fotográficos, as feridas foram ressecadas com margem de 
um centímetro de pele íntegra em torno da lesão, com profundidade até a musculatura 
dorsal do rato. O segmento destinado à histologia foi estendido sobre filtro de papel 
identificado e fixado em formol a 10% por 24 horas. Após este período, foi submetido 
ao preparo histológico convencional, incluso em bloco de parafina e cortes de cinco 
micrômetros.  
Para a imunoistoquímica foi utilizado o método tissue array. Do bloco de 
parafina, da área superficial central da ferida foi retirado um fragmento com um punch 
número 3. As amostras retiradas foram depositadas em um cassete, conforme 
determinação do mapa previamente elaborado. 
O material foi encaminhado, na sequência, para processamento 





Para a comparação dos grupos em cada momento de avaliação e para a comparação 
dos momentos de avaliação dentro de cada grupo, foi considerado o teste não-
paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. 




Na contração das feridas, observou-se que as áreas destas diminuíram 
significativamente com o decorrer do tempo no GC (p=0,001), nos GE I (p=0,001), GE 
II (p=0,001), GE III (p=0,001), GE IV (p=0,002) e GE V (p=0,002). Houve redução 
progressiva da ferida no 3º, 7º e 14º dia em todos os grupos analisados. Na 
comparação entre os grupos experimento e o grupo controle, não houve diferença 
significativa nos mesmos períodos avaliados. 
A imunoistoquímica CD 34, utilizada para identificar neovascularização, 
marcou células estromais na matriz, não relacionadas a neovasos, α-SMA negativas, 
sugestivas de serem protomiofibroblastos. Na avaliação do 3.º dia nenhum dos grupos 
examinados apresentou protomiofibroblastos nas feridas. No 14.º dia não houve 
diferença entre os grupos. 
No 7º dia houve diferença entre os grupos (p=0,022), conforme tabela 2. 
 
Tabela 2 - Número de protomiofibroblastos nas feridas dos grupos controle e experimento no 7º dia 
de avaliação 
 Grupos n Médias Desvio padrão Valor de p  
Dia 7 
Controle 6 0,612 0,853 
0,022 
4% 6 1,602 1,469 
6% 6 2,355 1,602 
8% 6 1,589 2,052 
10% 6 0,140 0,310 
12% 6 0,481 0,407 
Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 
Comparando-se os grupos dois a dois a diferença significante ocorreu 






Tabela 3 - Comparação entre os grupos dois a dois em relação a presença de protomiofibroblasto no 
7º dia. 
Grupos comparados Valor de p 
 Controle  x  4% 0,096 
 Controle  x  6% 0,014 
 Controle  x  8% 0,286 
 Controle  x  10% 0,258 
 Controle  x  12% 0,898 
 4%  x  6% 0,388 
 4%  x  8% 0,532 
 4%  x  10% 0,007 
 4%  x  12% 0,122 
 6%  x  8% 0,142 
 6%  x  10% 0,001 
 6%  x  12% 0,020 
 8%  x  10% 0,033 
 8%  x  12% 0,346 
 10%  x  12% 0,210 
Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 
Com imunoistoquímica α-SMA, na avaliação do 3º dia nenhum dos grupos 
examinados apresentou miofibroblastos nas feridas. No 7º dia a diferença não foi 
significativa. 
No 14º dia houve diferença entre os grupos (p<0,010), conforme tabela 4. 
 
Tabela 4 - Número de miofibroblastos nas feridas dos grupos controle e experimento no 14º dia de 
avaliação. 
 Grupos n Médias Desvio padrão Valor de p 
Dia 14 
Controle 6 0,186 0,288 
0,010 
4% 6 1,061 1,136 
6% 6 2,530 1,718 
8% 6 1,287 1,139 
10% 6 0,981 0,417 
12% 6 0,235 0,231 
Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 
Comparando-se os grupos dois a dois a diferença significante ocorreu 






Tabela 5 - Comparação entre os grupos dois a dois em relação a presença de miofibroblasto no 14º 
dia 
Grupos comparados Valor de p 
 Controle  x  4% 0,045 
 Controle  x  6% 0,001 
 Controle  x  8% 0,021 
 Controle  x  10% 0,008 
 Controle  x  12% 0,776 
 4%  x  6% 0,084 
 4%  x  8% 0,726 
 4%  x  10% 0,464 
 4%  x  12% 0,081 
 6%  x  8% 0,162 
 6%  x  10% 0,304 
 6%  x  12% 0,001 
 8%  x  10% 0,701 
 8%  x  12% 0,039 
 10%  x  12% 0,016 
Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 
DISCUSSÃO 
Dos autores que fizeram trabalhos experimentais em ratos com ferida aberta 
no dorso do animal, com cicatrização por segunda intenção e avaliaram a contração 
da ferida por planimetria, Prasad et al.17 com o uso do metronidazol por via oral na 
dose de 160 mg/kg/dia, e Rao et al.18 com o uso da medicação por via tópica na dose 
de 180 mg/kg/dia, referiram aumento da contração da ferida. Entretanto, Borden et 
al.19 que fizeram uso de metronidazol intraperitoneal na dose de 20 mg/kg/dia, e 
Trindade et al.4 com uso tópico na dose de 50 mg/kg/dia não encontraram diferença 
significante na contração da ferida aberta na comparação dos grupos estudados. 
Em 2002 Wrobel et al.20 em seu trabalho realizado com cultura de fibroblastos 
e miofibroblastos humanos em substrato passível de contração, produziram força 
contráteis similares, sugerindo que na ausência da expressão de α-SMA, o fibroblasto 
poderia produzir força contrátil suficiente para o fechamento de uma ferida aberta. 
Ibrahim et al.21, em 2015, avaliaram contração de feridas abertas em cicatrização por 
segunda intenção em humanos e ratos machos e fêmeas sem interferência 
medicamentosa. Os autores demostraram que a expressão da α-SMA dos 
fibroblastos, ou seja, os miofibroblastos no tecido de granulação contribuíram, mas 
não foram obrigatórios para a contração da ferida, e concluíram que os fibroblastos in 





Berry et al.22 referiram que houve contração efetiva das feridas amplas na 
ausência de alta densidade de miofibroblastos. Sugeriram que a unidade contrátil 
possa ser a organização que os fibroblastos promovem das fibrilas colágenas finas na 
fibra colágena espessa, e a compactação do tecido conjuntivo dentro do tecido de 
granulação, retraindo a derme e o tecido adiposo ao redor da ferida. 
No atual trabalho, observou-se que as feridas dos grupos experimento e 
controle diminuíram sua área de modo significativo com o evoluir do tempo. Porém 
quando os grupos foram comparados entre si, não houve diferença em nenhum dos 
momentos, demonstrando que o metronidazol nas doses de 40mg/kg/dia, 
60mg/kg/dia, 80mg/kg/dia, 100mg/kg/dia e 120mg/kg/dia, em uso tópico, não alterou 
a velocidade da contração da ferida com cicatrização por segunda intenção. Portanto, 
a taxa de redução do tamanho da ferida durante a cicatrização por segunda intenção 
demonstrou não ser influenciada pelo metronidazol em uso tópico, independe das 
doses utilizadas. 
Na matriz extracelular há fibroblastos que apresentam em seus citoplasmas 
bandas de microfilamentos conhecidas como fibras contráteis que expressam actina 
porém são α-SMA negativos1,23,24 e podem ser marcadas por CD 3424. 
Nas fases precoces de formação do tecido de granulação da ferida em 
cicatrização por segunda intenção, os fibroblastos ao redor da ferida migram para o 
centro da lesão e adquirem em seus citoplasmas bandas de microfilamentos similares 
as fibras contráteis beta e gama actina, tornando-se protomiofibroblastos, que iniciam 
a síntese dos componentes da matriz extracelular, tais como fibronectina, colágeno 
tipo I e III23,25. Estas células, miofibroblastos imaturos, aparecem no tecido de 
granulação entre o 5 e 6 dias após confecção da ferida26. 
Os protomiofibroblastos secretam uma forma de fibronectina denominada ED-
A fibronectina que demonstra ser importante na ferida para expressão do fenótipo 
miofibroblasto6,25. 
 A transformação do fibroblasto em protomiofibroblasto parece depender da 
mudança da tensão mecânica da ferida quando comparada com o aumento da rigidez 
da pele normal. Entretanto, a diferenciação completa em miofibroblastos só ocorrerá 
com a estimulação do TGF-ß na presença da ED-A fibronectina6,25. 
O Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o Fator de necrose 





mas estas citocinas isoladas não conseguem induzir a expressão do α-SMA e 
diferenciação em miofibroblasto in vitro ou in vivo1,26,27.  
Hinz et al.28 em experimento com substrato de silicone e matriz colágena 
tratada com TGF-ß, e cultivo de fibroblastos de subcutâneo de ratos, conseguiram 
aumento da expressão da α-SMA, demonstrando a ação deste fator sobre a atividade 
contrátil dos fibroblastos. 
Masur et al.29 e Grinnell30 referiram que o fator de crescimento transformador-
beta (TGF-ß) age como promotor da diferenciação dos fibroblastos em 
miofibroblastos. 
O TGF-ß possui a ação sobre a proliferação e diferenciação dos fibroblastos 
em miofibroblastos, ativação dos queratinócitos, deposição da matriz e 
angiogênese31,32. 
Há fatores inibidores da expressão da α-SMA como Fator de crescimento 
fibroblástico básico (bFGF) que demonstram antagonizar o TGF-ß 133. O Interferon-y 
produzido pelas células T suprimem a expressão da α-SMA, deposição de colágeno 
e contração em modelos animais34. O TGF beta 3 altera a expressão α-SMA mas 
depende da cultura das células aplicadas35. A Interleucina 1 demonstra antagonizar o 
TGF-ß e após este bloqueio induz o miofibroblasto à apoptose36.  
Há relatos na literatura referindo que a relação entre a matriz extracelular e 
TGF-ß determina uma cicatrização normal ou um processo de fibrose26,32. 
No atual estudo os grupos experimento com aplicação de metronidazol 
solução a 4% (40mg/kg/dia), 6% (60mg/kg/dia), 8% (80mg/kg/dia) apresentaram maior 
número de protomiofibroblastos nas feridas. Os grupos experimento 10% 
(100mg/kg/dia) e 12% (120mg/kg/dia) apresentaram menor densidade destas células 
que o grupo controle.  Isto sugere que a ação do metronidazol tópico para induzir na 
ferida a diferenciação do fibroblasto em protomiofibroblasto é dose dependente.  
Conhecer os fatores de recrutamento dos fibroblastos e células 
mesenquimais, diferenciação, proliferação e apoptose dos miofibroblastos são 
fundamentais para compreender a reparação tecidual normal e patológica6. 
No que diz respeito aos miofibrolbastos, Grinnell30 por meio de análise de 
marcadores do citoesqueleto, e Darby, Skalli e Gabbiani8 com imunofluorescência 
marcada com anticorpos para detectar todas as isoformas de actina, afirmaram que 





demonstrando que os miofibroblastos apareceram no 6º dia de avaliação das feridas, 
e estavam positivamente presentes do 12º ao 15º dia. Do 16º ao 20º dia houve 
declínio intenso da presença dos miofibroblastos, e no 30º dia já não havia nenhuma 
destas células nas feridas. Observaram ainda que figuras apoptóticas nos fibroblastos 
apareceram entre o 20º e o 25º dia da lesão, sugerindo haver morte programada 
destas células nos casos de cicatrização de feridas. Os autores enfatizaram que a 
primeira fase de contração da ferida independe do fenótipo miofibroblasto8. 
Os miofibroblastos são células que possuem em seu citoplasma bandas de 
microfilamentos de α-SMA organizadas. Mas outros marcadores de fibras musculares 
miosina de cadeia pesada, desmina, h-caldesmon e smoothelin são negativos3,9,37. 
Tomasek et al.1 afirmaram que o miofibroblasto tem ação na síntese da matriz 
extracelular e na geração de força responsáveis pela reorganização da matriz e 
contração da ferida. 
Com o aumento dos estudos de linhagem celular e ferramentas genéticas tem 
sido possível identificar outros precursores de miofibroblastos além dos fibroblastos 
provenientes da derme intacta adjacente. Tem-se proposto precursores como células 
da musculatura lisa vascular, pericitos, células mesenquimais, fibrócitos, células 






Figura 1: uma célula, múltiplas origens.  
Fonte: Imagem obtida sob licença nº 3927950953808 de publicação da Elsevier em The American 
Journal of Pathology, artigo The Myofibroblast, volume 170, edição 6, de junho de 2007 em 






Segundo Hinz et al.26, os miofibroblastos são caracterizados pelo 
desenvolvimento de fibras contráteis α-SMA e aumento da produção de proteínas da 
matriz extracelular. Estas células se conectam por meio da adesão focal na matriz e 
entre as células por junções aderentes (Figura 1).  A principal célula para originar o 
miofibroblasto, após uma lesão dos diferentes tecidos, parece ser o fibroblasto 
residente na derme ao redor da lesão, diferenciando-se inicialmente em 
protomiofibroblasto, caracterizado por ser α-SMA negativo.  
No fígado, os miofibroblastos são provenientes das células hepáticas 
estreladas que seguem o processo de ativação de células epiteliais que se submetem 
a transição de epitelial para mesenquimal26.   
No pulmão, ocorre a transição de endotelial para mesenquimal, podendo 
fornecer outra via de transformação para gerar miofibroblastos26.  
Durante a formação da placa de ateroma, as células musculares lisas podem 
perder suas características e se diferenciarem em miofibroblastos26. 
Não está elucidado até o momento a relativa contribuição dos fibrócitos 
circulantes derivados da medula óssea para a formação de miofibroblastos em 
diferentes lesões fibróticas. A transdiferenciação celular do fibrócito terminando na 
fase de protomiofibroblasto é concebível26. 
Estudos recentes afirmaram que a matriz extracelular desenvolve e mantem 
a homeostase tecidual, e a sua disfunção favorece o aparecimento de doenças 
fibróticas e neoplasias estromais6,32,39. A degeneração tecidual em malignidade pode 
ser proveniente de casos de doenças fibróticas, tais como cirrose hepática, fibrose 
pulmonar e renal, caracterizadas por hiperproliferação de fibroblastos, suas 
diferenciações em miofibroblastos e acúmulo anormal de colágeno10,26,39. O 
conhecimento do processo complexo de produção, modificação e remodelação da 
matriz extracelular é a chave para atuar nas respostas celulares e terapias anti-
fibróticas e anti-neoplasicas2,6,10,24,39,40. 
Hinz e Gabbiani41 afirmaram que o miofibroblasto é a principal célula envolvida 
em doenças fibróticas, e a estratégia terapêutica seria interferir na diferenciação desta 
célula controlando o TGF-ß 1 e ED-A fibronectina. 
Há relatos de que a tensão mecânica existente na matriz extracelular na ferida 





Considerando os possíveis precursores dos miofibroblastos, em 2010, Hinz44 
em seu estudo levanta a hipótese de que os miofibroblastos não possuem igual 
resposta aos fatores mecânicos das lesões, e que provavelmente há outros fatores 
para a manutenção do fenótipo miofibroblasto além da mudança na tensão da ferida.   
Os protomiofibroblastos e miofibroblastos podem ser encontrados em tecidos 
normais como septo alveolar e criptas intestinais, aonde a tensão tecidual está 
estável25. 
Darby et al.3 referiu que observações clínicas indicam que dano ao sistema 
nervoso periférico influencia o processo de cicatrização de lesões de pele e pode 
resultar em cronificação de feridas. Isto é observado em paciente com trauma 
raquimedular, diabéticos, e até mesmo idosos que apresentam deterioração do 
sistema nervoso periférico a nível de pele. 
Trindade et al.4, em estudo experimental com uso de metronidazol tópico, na 
dose 50mg/kg/dia, em ferida com cicatrização por segunda intenção, referiram que 
nas feridas dos grupos experimento, no 7º e 14º dia, que haviam menor quantidade 
de miofibroblastos em relação ao controle, mas no 21º dia a quantidade destas células 
é sugestivamente maior no grupo experimento (p=0,06). Esta divergência com o atual 
estudo pode ser decorrente da permanência de 5 animais por gaiola durante todo o 
período de curativos diários, o que permite que um animal manipule a ferida do outro, 
retirando parte do metronidazol aplicado por via tópica. 
Na presente pesquisa os grupos experimento com aplicação tópica do 
metronidazol solução a 4% (40mg/kg/dia), 6% (60mg/kg/dia) e 8% (80mg/kg/dia) 
também apresentaram maior densidade de miofibroblastos nas feridas, sugerindo que 
a diferenciação do protomiofibroblasto em miofibroblasto, ou seja, a expressão da α-
SMA depende da dose utilizada do metronidazol. 
Uma hipótese plausível seria que o metronidazol tópico entre 40 a 
80mg/kg/dia apresentaria um aumento da ação do TGF-ß na ferida, mas em doses 
altas, acima 100mg/kg/dia, levaria ao bloqueio desta citocina necessária para 
expressão do fenótipo miofibroblasto, conforme demonstrado pelos autores 
supracitados26,28-33. Entretanto, a ação aparentemente tóxica do metronidazol tópico 
em doses acima de 100mg/kg/dia, em cicatrização de feridas por segunda intenção, 
passa a ser desejável como terapia antifibrótica em tratamento de cicatriz hipertrófica 





Faz-se necessário novos estudos para avaliar a ação do metronidazol em 
altas doses sobre a expressão do fenótipo miofibroblasto, em uso via oral ou 
endovenoso, para determinar se doses acima de 100mg/kg/dia, por estas vias de 
administração, apresentariam igual bloqueio da expressão da α-SMA, constituindo 
assim uma forma de terapia antifibrótica de ação sistêmica, como sugeriu Hinz e 
Gabbiani41 como estratégia terapêutica. 
 
CONCLUSÃO 
A aplicação tópica de metronidazol em diferentes concentrações sobre feridas 
cutâneas em cicatrização por segunda intenção induz proliferação significativa de 
protomiofibroblastos e miofibroblastos com efeito máximo na concentração de 6%, 
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ANEXO 2: DESCRIÇÃO DA TÉCNICA DE IMUNOISTOQUÍMICA REALIZADA  
 
Os blocos parafinados, relativos ao experimento, foram cortados em micrótomo de parafina. 
Os cortes de 5 micra de espessura foram estendidos em lâminas previamente lavadas em solução 
sulfocrômica, emulsionadas com adesivo à base de poli-L-lisina 10% (Poly-L-Lysine, da marca Sigma, 
USA, cód. P8920), e colocadas em estufa a 60ºC durante 12 horas, para melhor aderência destes às 
lâminas.  
Depois de identificadas, as lâminas voltaram à estufa a 60ºC por 20 minutos e, a seguir, foram 
colocadas em três banhos de xilol (5 minutos cada) e em 3 banhos de álcool em concentrações 
decrescentes de 95%, 70%, 50% e água corrente (cinco minutos cada), conforme procedimento 
histotécnico usual, em temperatura ambiente. Em seguida a atividade da peroxidase endógena foi 
bloqueada através da imersão em peróxido de hidrogênio a 3% e em metanol a 70% durante 20 
minutos, então as lâminas foram lavadas em água destilada. 
A recuperação antigênica seguiu os procedimentos descritos nos data-sheet destes. 
As lâminas do anticorpo ACTINA LISA (dil.: 1:250)  marca marca Dako cód. M 0851, foram 
mergulhadas em tampão citrato de sódio a 0,01M com pH igual a 6.0 em câmara de pressão PASCAL 
por 2 minutos e 30 segundos, quando começava a pressão (temperatura chegava a 117°C). Depois de 
desligada, quando a temperatura chegava a 90°C, a câmara de pressão já estava pronta para abrir. 
Após esta etapa, as lâminas foram lavadas em água destilada e colocadas em tampão PBS 
pH 7.4 com TWIN 20 marca Sigma cód. P7949 para diminuir o background. Foi realizado 3 banhos de 
5 minutos cada. 
Em seguida, os cortes foram ciclados por uma caneta hidrofóbica, de marca Dako cód. S2002, 
para evitar que escorresse a solução com o anticorpo diluído, e incubados com o anticorpo previamente 
diluído em uma solução de PBS-TWIN20 + BSA a 0,1% (esta solução serve para bloquear as proteínas 
inespecíficas). Após uma hora de reação em temperatura ambiente foi aplicado o kit da EasyPath ABC 
Universal, sendo que ao fim de cada etapa as lâminas foram lavadas em tampão PBS-TWIN20.  
A seguir foi adicionado o cromógeno DAB, marca Dako cód. K3468, por 30 segundos a 1 
minuto, em média. Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada e contracoradas em 
hematoxilina de Harris, azuladas em água corrente (núcleos em azul para revelar a morfologia do 
tecido), desidratadas em álcool com concentrações crescentes 50%, 70%, 90% e P.A., e depois quatro 
banhos de xilol, sendo finalmente montadas com goma de Damar, da marca Proquímios, para fixação 
das lamínulas, e posterior observação ao microscópio óptico. 
 
 
     Wellington Xavier Gomes da Costa 
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